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regolazioni post-trascrizionale mediate dall’appartato RNAi
5.2 -microRNA intro
sRNA regolativi endogeni
EFFETTORIRNA REGOLATIVI
dsRNA esogeno/parassitico
trascritti complementari
esiRNA endogeni
degradazione sequenza-specifica mRNA target
complementari e di trascritti passasiti
silenziamento di trasposoni ed elementi mobili
silencing eterocromatina (RITS) 
siRNA 19-23 bp
complementarità perfetta
*amplificazione
DICERs, AGOs, siRISC,  *RdRPs, *SAGOs
microRNA regolativi endogeni
mirtroni
Inibizione della traduzione del mRNA target
alcuni casi di induzione della sintesi proteica 
miRNA 19-25 bp
complementarità imperfetta
mismatch rispetto a target 
Microprocessor,DICERs, AGOs, miRISC, 
CCR4-CAF1-NOT, XRN1, Gw182, DCP1/DCP2, etc
RISULTATO
sRNA, Hfq, RNase III, RNase E
regolazione post-trascrizionale mediata da piccoli RNA in batteri
piRNA e repeat-associated rasiRNA degradazione sequenza-specifica 
di trascritti passasiti
silenziamento di trasposoni ed elementi mobili
nel genoma delle linee germinali  
piRNA 24-30 bp
complementarità perfetta
ping-pong amplification loop
senso e anitsenso
PIWIs, AGOs, 
repressione o induzione della traduzione del mRNA target 
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microRNA timeline
1993 - il gene lin-4 coinvolto nella regolazione di geni eterocronici in C. elegans non codifica per una proteina ma per un piccolo RNA regolativo 
che regola l’espressione di Lin-14 mediate interazione al 3’UTR del messaggero di lin-14.
2000 - scoperta di let-7  un secondo piccolo RNA evolutivamente conservato (stRNA) che regola i tempi di sviluppo in C. elegans, legando ai 
3’UTR di molteplici geni eterocronici, reprimendone la traduzione. 
2001 - i laboratori di Bartel, Tuschl e Ambros pubblicano congiuntamente su Science la scoperta di  una estesa classe di piccoli RNA con ruolo 
regolativo in C. elegans, chiamati microRNA (miRNA).
2001 - scoperta di microRNA in piante.
2001 - Fire e Mello mostrano come geni e meccanismi dell’RNAi sottendano l’azione regolativa dei microRNA lin-4 e let-7 in C. elegans, e 
propongono l’esistenza di un apparato comune che media la sia la risposta a dsRNA esogeni sia la regolazione da RNA endogeni. Il 
gruppo di Zamore giunge a conclusioni simili, dimostrando che DICER è coinvolto nella maturazione di let-7. 
2002 - il laboratorio di Croce scopre che miR-15 e miR-16 sono deleti o scarsamente espressi nella maggioranza di leucemie linfocitarie, 
dimostrando il coinvolgimento di microRNA nell’insorgenza di tumori.
2003 - la possibilità di silenziamento in vivo di miRNA con ‘antagomirs’, apre nuove opportunità per applicazioni biotecnologiche.
2005 - Evidenze sperimentali della presenza di componenti RNAi (RISC e miRNA) in foci citoplasmatici specifici e discreti, chiamati P-bodies, 
preposti a deadenilazione, decapping e degradazione di mRNA non tradotti.
2007 - hAgo2 può direttamente interagire con il cap m7G; forti evidenze che il blocco della sintesi proteica a carico di miRNA avviene nella fase di 
inizio traduzione per competizione con eIF4E
2007 - conferme della esistenza di miRNA in grado di indurre/sbloccare la traduzione (aRNA)
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caratteristiche dei microRNA o miRNA (ex stRNA, small temporal RNAs)
1. abbondanti in tutti i tipi cellulari anche in mammifero, alcuni conservati 
2. molecole di RNA a singolo filamento ma che si conformano in strutture a hairpin a causa di 
zone di complementarieta’
3. da poche centinaia per cellula > 40.000 molecole per cellula
4. codificati dal genoma, trascritti da RNA pol II e soggetti a regolazione  
5. il genoma umano contiene > svariate centinaia di miRNA
6. regolano l’espressione di geni distinti attraverso appaiamento di basi, per complementarità 
imperfetta con il messaggero target, preferenzialmente al 3’UTR, inibendo la sintesi proteica
7. ciascun miRNA può regolare centinaia di geni
8. importanti nel regolare funzioni biologiche come sviluppo, apoptosi, differenziamento cellulare
9. alcuni miRNA sono stati associati a patologie umane; possono avere funzione di oncogeni e 
oncosoppressori
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conseguenze sul commitment cellulare
Nature Reviews Genetics 9, 831 - 842 (2008)
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classificazione miRNA
Nature Reviews Genetics 9, 831 - 842 (2008)
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la maggior parte di miRNA è abbastanza ubiquitaria
Nature Biotechnology 25, 996 - 997 (2007)
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configurazioni possibili di network regolativi basati su miRNA
frequente per miRNA animali
miRNA che fungono da switch 
genetici sono frequentemente 
associati a target individuali con siti 
di legame conservati multipli
Nature Reviews Genetics 9, 831 - 842 (2008)
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loop di regolazione bistabili che coinvolgono miRNA
differenziamento 
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Drosophila
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differenziamento 
cellule staminali di 
mammifero
Nature Reviews Genetics 9, 831 - 842 (2008)
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loop di regolazione (motifs) che coinvolgono miRNA
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geni eterocronici
i geni eterocronici sono geni di “identità temporale” che determinano il destino differenziativo delle 
cellule in tempi specifici dello sviluppo.
Mutazioni in tali geni producono alterazioni temporali nei patterns di sviluppo stadio specifici.
in C. elegans una cascata di regolazione controllata dai geni eterocronici lin specifica il destino cellulare durante lo 
sviluppo larvale. 
lin-4 agisce a monte in questa cascata, e mutazioni loss-of-function (lf) di questo gene mostrano inappropriate 
reiterazioni di destini cellulari precoci in stadi di sviluppo tardivi. 
mutanti null di lin-14 (0) causano fenotipi opposti di quelli di lin-4(lf), entrando precocemente in fasi avanzate dello 
sviluppo larvale.
mutanti gain-of-function di lin-14 (gf) mostrano fenotipi ritardati identici a quelli di lin-4 (lf). 
mentre mutanti  lin-14(lf) sono epistatici rispetto a lin-4(lf), a conferma di un ruolo di lin-4 nel regolare 
negativamente lin-14. 
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schematizzazione delle interazioni lin-4 - lin-14: regolazione post-trascrizionale  mediata da un 
elemento in cis portato sul 3’UTR di lin-14
lin-14 mRNA
Lin-14 protein
fenotipo
wt lin-14(0)lin-4(lf) lin-14(0); lin-4(lf) lin-14(gf)3’UTR
early earlylate late
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1993: lin-4 non codifica per una proteina ma per un piccolo RNA (stRNA)
lin-4 inibisce la traduzione di lin-14
lin-4 ha una sequenza imperfettamente complementare al 
3’UTR di lin-14
Il mutante (gf) di lin-14 mostra mutazioni nel 3’UTR del 
mRNA cha inficiano la complementarietà con lin-4.
Identificazione di due forme dell’RNA di lin-4: una lin-4L può 
ripiegarsi in una struttura stem-loop; lin-4S appare 
come forma ssRNA di ~22 nt derivata o ‘ritagliata’ da 
lin-4L.
 lin-4S
 lin-4L
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2000: identificazione di un secondo piccolo stRNA: let-7
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let-7 lega ai 3’UTR di diversi geni eterocronici…
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..regolandone l’espressione
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classe estesa di microRNA in C. elegans e Drosophila alcuni dei quali conservati
Science (2001), Vol 294, 853-864
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i microRNA sono processati dall’apparato RNAi
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